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pBR322-Red介导的 E. co li染色体基因
敲入、位点及表达研究
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( 1.军事医学科学院生物工程研究所,北京 100850; 2. 厦门大学生命科学学院细胞生物学与肿瘤细胞
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摘  要: 应用 pBR322-R ed介导的重组工程系统, kan /sacB 选择反选择系统,双链线性 DNA重组技术和重叠引物介
导的 DNA重组技术,将长度为 1 653 bp的 luc报告基因分别敲入到 E. coli W 3110染色体 lacZ, lacY和 lacA基因的
位置, 建立了一系列具有新遗传表型的菌株: CW L2、CW L4和 CW L6。荧光素酶分析表明, 外源报告基因 luc能在这
3个结构基因处有效的组成型表达。为了进一步确定外源基因的表达情况, 用霍乱毒素 B亚单位基因 ctx b替换了
lacZ基因, 构建了新菌株 CW D 1。证明了以单拷贝形式存在在大肠杆菌染色体 CW D 1上的 ctx b基因能有效的表达
CTB蛋白并能将其分泌至细胞外培养液中。结果初步确定了大肠杆菌染色体上的 lac操纵子结构基因位点适合外
源基因的敲入和表达。
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A bstrac t: G enes la cZ , la cY and la cA in the la c opron o f E. co li chrom osome we re re spective ly substituted w ith
gene luc by using p lasm id pBR322-Red, se lec tion-coun te rse lection system ka n /sa cB and va rious stra teg ies o f
Red homo logous recomb ina tion includ ing Red m ed ia ted linea rized doub le-stranded DNA hom o logous recomb-i
na tion and Red m ed ia ted recomb ineer ing w ith over lapp ing sing le stranded DNA o ligonucleo tides. Then, a se ries
o f new strains, CW L2, CW L4 and CW L6, w ere con structed and w e found tha t they can express p ro te in Luc e ff-i
c ien tly. To fu rthe r study the exp ress ion o f exogenous genes at the site o f la cZ, we have constructed a strain
named CWD1 by knockin the cho le ra toxin B subun it( c txb ) gene a t the la cZ site, then we found tha tCWD1 can
exp ress p ro te in CTB e ffic ien tly and CTB w as secre ted out o f the ce l.l So we assu red tha t the site s o f structure
genes in the la c ope ron o fEsc he ric hia c o li ch romosome were su itab le fo r exp ressing fore ign genes.
K ey wo rds: pBR322-Red; recomb inee ring; gene knock in; Cho lera toxin B sub un it




















度为 1 653 bp的 luc报告基因分别敲入W 3110株染
色体 lacZ、lacY和 lacA 处, 分析了报告基因的组成
型表达情况。并进一步用霍乱毒素 B亚单位基因
( cholera tox in B subun i,t ctxb )替换 lacZ编码区, 分
析了 ctxb基因的表达情况。最终确定 lac操纵子结




1. 1. 1 菌株和质粒
菌株 E. coli DH 5A、W 3110、质粒 pBR322和
pUC19均为本室保存, 质粒 pKO3为美国国立卫生
研究院 Court DL博士馈赠, 质粒 pMM-CTB为马清
均教授馈赠,质粒 pBR322-R ed和菌株 CW 4(W 3110
v lacI )为本实验室构建。
1. 1. 2 工具酶和试剂
Xmn Ⅰ为 B io lab公司产品; N deⅠ、ScaⅠ、T4
DNA连接酶为 TaK aRa公司产品; Taq DNA聚合酶、
Pfu DNA聚合酶、SuperTaq DNA聚合酶为申能博彩
生物公司产品; 质粒提取试剂盒、PCR产物回收试






1. 2. 1 pUC19-sacB、pUC19-sacB-kan重组质粒的
构建
  以质粒 pKO3为模板, PCR扩增 sacB 基因, 产
物用N deⅠ酶切, 回收后与经 NdeⅠ和 PvuⅡ双酶切
的 pUC19 DNA片段进行连接, 再用连接产物转化




连接,连接产物转化 E. coli DH 5A,得到含重组质粒
pUC19-sacB-kan的阳性克隆菌,最后进行测序鉴定。
1. 2. 2 感受态的制备与电击转化
将过夜培养的已经事先转化 pBR322-Red的大
肠杆菌 CW 4( pBR322-Red)按 50: 1的量接种, 震荡
培养至 OD 600 = 0. 4~ 0. 6。取 15 m L培养液于 42e
诱导 7. 5 m in后置于 4e 冰浴 30 m in。离心后用去
离子水重悬于 4e , 离心收集菌体, 用去离子水洗
3~ 4次, 最后将菌体重悬于 100 LL冷的去离子水




1. 2. 3 引物设计
为了用 PCR方法扩增出 DNA打靶分子, 需要
设计带同源臂的 PCR引物。引物设计的原则是: 引







1. 2. 4 线性双链 DNA介导的 DNA重组
按照 1. 2. 3方法合成 2条 PCR引物, 使用高保
真 DNA聚合酶, 经 PCR合成线性双链 DNA打靶分
子 ( 5c同源臂 +抗生素标记基因、报告基因或其他目




1. 2. 5 重叠引物介导的 DNA重组
合成两条 50~ 60个碱基长的寡核苷酸作为同
源臂,使它们的 3c端 10 ~ 30个碱基序列互补。将
各约 100 ng的上述重叠引物寡核苷酸打靶分子电
击转化W 3110( pBR322-R ed)感受态,通过合适的遗
传表型筛选阳性的克隆。
1. 2. 6 菌株构建
采用 kan / sacB选择反选择方法 (图 1 )分 3步
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表 1 本研究所用的带同源臂的引物
T ab le 1 P r im ers w ith hom o logous reg ions used in th is study
编号 Numb ers 引物序列 Nu cleot ide sequen ces of p rim ers 5c→ 3c
cw t1 gtggaattgtgagcggataacaat ttcacacaggaaacagctTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG










cw t38 ttacgcgaaatacgggcagacatggcctgcccggt tattaTTACACGGCGATCTTTCGGC
cw t43 acgcgaaatacgggcagacatggcctgcccggttattaTTAATTTGCCATACTAATTGCG
cw t44 aattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctAGACCTCCTGATGAAATAAAG
构建菌株: ( 1)电转感受态细菌的制备; ( 2 )以
pUC19-sacB-kan为 PCR模板, 合成一条含 5c同源臂
+ kan /sacB + 3c同源臂的线性打靶分子,取大约 300
ng的经纯化的上述 DNA片段与 50 LL感受态细菌
混合后进行电击转化。用含 25 Lg /mL卡那霉素的
LB平板筛选阳性克隆; ( 3)用重叠引物敲除 lacI位
点的 kan /sacB (图 2, B )或用 DNA双链介导的重组
方法构建 luc报告基因替换 lacZ、lacY和 lacA 基因
的菌株 (图 2, A) , 用含 7%蔗糖的 M 63平板筛选阳
性克隆。
图 1 kan /sacB选择反选择系统的策略
F ig. 1 S trateg ies o f the se lection-counter se lec tion system of kan /sacB




1. 2. 8 GM 1-ELISA分析 CTB的表达
用浓度为 20 Lg /mL的 GM 1包被酶联板孔,室温
过夜;用 pH 7. 4的 PBS洗 3次,然后用 1% BSA-PBS
于 3 7e 封闭 1 h; 再用 pH 714的 Tris-H C l-Tw een 20
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洗 3次,加样品细菌裂解提取液或防无细菌培养液,
37e 放置 2 h; Tris-H C -lTw een20洗后加血清抗体,
37e 放置 1 h; Tris-H C -lTw een20洗后加辣根过氧化
物酶标记的羊抗兔 IgG, 37e 放置 1 h然后加底物液
邻苯二胺 -奉陪氧化氢显色,然后用 2 m o l/L H 2 SO4
终止反应,用酶联仪检测。
2 结  果
2. 1 pUC19-sacB、pUC19-sacB-kan重组质粒的构
建与 SacB / kan选择反选择功能鉴定
  以质粒 pUC19为载体, 按照材料与方法中的
步骤, 构建了质粒 pUC19-sacB和 pUC19-sacB-kan,
酶切片段大小与预期相符 (图 3), 测序表明插入
的序列正确。对 sacB /kan基因功能进行了鉴定,
结果表明: 转入 pUC19-sacB、 pUC19-sacB-kan以
及阳性对照 pKO3的 DH 5A菌不能在含 7%蔗糖的
M 63培养基上生长 ( sacB
S
) , 而 DH 5A菌能正常生
长 ( sacB
R
) (图 4 )。转入 pUC19-sacB-kan的
DH 5A菌同时还表现 Kan
R
, 证明 sacB /kan功能正
常。
2. 2 建立 luc报告基因定位敲入 lac操纵子中的重
组菌株
  选择了大肠杆菌W 3110株 lac操纵子上 lacZ、
lacY和 lacA 3个基因作为外源基因敲入的位置。用
kan /sacB选择与反选择方法建立了多种携带不同遗
图 3 质粒 pUC19-sacB和
pU C19-sacB-kan的酶切鉴定
F ig. 3 R estriction ana lysis o f plasm ids
pUC19-sacB and pU C19-sacB-kan
A: pUC19-sacB. 1: NdeⅠ /S caⅠ; 2: NdeⅠ ; 3: DL15 000;
4: DL2 000. B: pUC19-sacB-kan. 1: S caⅠ;
2: C laⅠ /NcoⅠ , ; 3: DL2 000; 4: DL15 000.
传特性的菌株, 其中 CW 4为 lacI基因被敲除的菌
株; CWL2、CW L3和 CW L4为将报告基因 luc分别敲
入和替换 CW 4中 lacZ、lacY和 lacA 基因位置的菌
株 (图 5)。关于各个菌株详细的叙述见表 (表 2)。
其中 A < > B代表 A 基因被 B基因替换。敲入 luc
基因长度为 1 653 bp。PCR方法鉴定上述菌株基因
型正确, sacB功能鉴定表型正确。
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2. 3 报告基因表达分析




分析, 结果如图 6。实验表明无阻遏基因 lacI存在
时,报告基因 luc在 lacZ, lacA和 lacY位置上表达差
别不太明显,没有呈倍数关系 。
图 4 含质粒 pKO3、pUC19-sacB和 pU C19-
sacB-kan的菌 DH 5A的 sacB功能鉴定
1:野生型 DH5A; 2: pKO 3; 3: pUC19-sacB; 4: pUC19-sacB-kan。
F ig. 4 Iden tification of the function o f gene sacB in
plasm ids pKO 3, pUC19- sacB and pUC19- sacB-kan
1: W ild type DH5A; 2: pKO 3; 3: pUC19-sacB; 4: pUC19-sacB-kan.
图 5 部分菌株基因型示意简图
F ig. 5 Sketch m aps o f recomb inated stra ins
图 6 荧光素酶活性分析
F ig. 6 A na lysis o f the activ ity o f luc ife rase
表 2 菌株基因型及构建时所用带同源臂的引物






Paren t st rain
引物 Prim ers
1 2
CW L1 W 3110$ lacI [ lacA < > kan / sacB ] CW 4 cw t11 cw t12
CW L2 W 3110$ lacI [ lacA < > luc ] CW L1 cw t30 cw t31
CW L3 W 3110$ lacI [ lacY< > kan / sacB ] CW 4 cw t15 cw t16
CW L4 W 3110$ lacI [ lacY< > luc ] CW L3 cw t32 cw t33
CW L5 W 3110$ lacI [ lacZ < > kan /sa cB ] CW 4 cw t1 cw t2
CW L6 W 3110$ lacI [ lacZ < > luc] CW L5 cw t37 cw t38
CWD1 W 3110 lacZ < > ctxb ] CW L5 cw t43 cw t44
CW B1 W 3110 lacZ < > kan / sacB W 3110 cw t1 cw t2
CW B2 W 3110 lacZ < > ctxb CW B1 cw t43 cw t44
2. 4 ctxb基因敲入 lacZ位置及其组成型表达分析
为了进一步探讨大肠杆菌染色体携带外源基因
的表达情况,我们以霍乱毒素 B亚单位高表达质粒
pMM-CTB为模板, PCR合成了一个含 1 064 bp
DNA序列的打靶分子, 将含调控序列和 ctxb结构基
因的 DNA片段敲入到大肠杆菌 CW 4中的 lacZ 位
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置,建立了重组大肠杆菌 CW D1。我们对大肠杆菌
CWD1的无细胞培养液和细胞裂解提取液进行
ELISA分析了 (图 7) , 结果表明细胞裂解液中检测
不到 CTB的存在, 样品 OD 值 (P )与阴性对照 OD
值 (N )的比值 P /N小于 2,为阴性;无细胞培养液中
P /N均超过 10, 明显为阳性, 但表达量低于质粒
pMM-CTB。上述结果表明我们所构建的 CWD1能
表达 CTB, 且有效地分泌到细胞外。
图 7 EL ISA检测菌株 CW D 1中 CTB的表达
1: W 3110( pMM-CTB )裂解液; 2: W 3110( pMM-CTB )细胞培养液;
3: W 3110裂解液; 4: W3110细胞培养液; 5: CWD1裂解液;
6: CWD1细胞培养液; 7, 8:空白对照。
F ig. 7 T he expression of CW D1 tested by EL ISA
1: Cell extract of W 3110( pMM-CTB ); 2: Supernatant of
W3110( pMM-CTB ); 3: Ce ll ex tract o fW 3110;
4: S upernatant o fW 3110; 5: Cell extract o f
CWD1; 6: S uperna tant o f CW D1; 7, 8: B lank contro.l
3 讨  论
2000年, Yu等发现 K-噬菌体重组酶 R ed能介
导线性双链 DNA打靶分子与 E. coli染色体 DNA之
间的高效同源重组, 所需同源臂长度仅为 35 ~ 50
bp, PCR方法即可产生这样的打靶分子, 由此建立
了重组工程 ( Recomb ineer ing )技术
[ 1 ]
。近年来, 多











提供相当高的重组效率, 但由于 R ed重组酶基因整
合到 E. coli染色体中, 限定了基因修饰只能在该菌
株内完成。本研究室的前期工作中, 用 Gap-R epa ir
体内克隆技术,将长度 6. 7 kb的携带 Red基因的缺





基因 luc分别敲入到 lacZ、lacA 和 lacY位置上, 分析
了荧光素酶的表达情况。据报道, 在自然状态下,
lacZ、lacY和 lacA在细胞中表达比例为 1. 0: 0. 5: 0.
2。本实验中 luc报告基因在 lacZ、lacA 和 lacY位置
上表达差别不明显。提示原核生物中基因表达与基
因本身的序列和结构关系较大。另外, 我们把 luc








外源基因的表达情况, 我们将含调控序列和 ctx b编
码序列的 DNA片段敲入到大肠杆菌 CW 4中的 lacZ
位置上, 建立了重组大肠杆菌 CWD1。结果表明,






CTB的表达, 当有诱导物 IPTG的存在时 CTB能有
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10 植物生理与分子生物学报 0. 716 1220 0. 92 0. 95
11 植物学报 0. 705 2944 0. 91 0. 92
12 生物工程学报 0. 692 805 0. 74 0. 93
13 中国科学 C 0. 658 359 0. 92 0. 92
14 中国生物化学与分子生物学报 0. 638 667 0. 87 0. 79
15 遗传 0. 631 800 0. 80 0. 85
16 微生物学报 0. 630 741 0. 82 0. 91
17 应用与环境生物学报 0. 629 715 0. 83 0. 86
18 生物化学与生物物理学报 0. 601 605 0. 76 0. 92
19 兽类学报 0. 574 509 0. 89 0. 74
20 生态学杂志 0. 559 1051 0. 94 0. 89
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